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ABSTRACT
Detection of seed-borne pathogenic bacteria of northern black wattle (Acacia auriculiformis A. Cunn. ex Benth.).
Intensive research of seed-borne pathogen of A. mangium and A. crassicarpa which have been established in industrial
timber estate (HTI), while plantings development of northern black wattle in Indonesia 1990  have not recent  been established
in the 1990s. Very limited information available on northern black wattle diseases especially seed-borne diseases. The
objectives of this study were to identify seed-borne pathogenic bacteria of northern black wattle and the effects on seed
germination.  Methods for the isolation of bacteria were by seed soaking, seed griding, blotter test, growing-on test on
paper and soil. Identification of bacteria by PCR used 63F/1387R primer.  The results showed that seed-borne bacteria of
northern black wattle were Paenochrobactrum sp., Ralstonia sp., Burkholderia cepacia complex, Pseudomonas stutzeri,
Acinetobacter sp., Alcaligenes faecalis, Salmonella bongori, Escherichia hermannii while pathogenic bacteria cause
seedling leafspot were Micrococcus luteus and Burkholderia cepacia complex.  Burkholderia cepacia complex, A. faecalis,
Acinetobater sp., P. stutzeri, S. bongori and Ralstonia sp. reduced seed germination and increased rotten seed, suggested
that they were the pathogenic bacteria of northern black wattle seed.  Ralstonia sp. significantly increased the percentage
of rotten seed and decreased shoot length and root length.  P. stutzeri and S. bongori significantly inhibited the root
growth.  Paenochrobactrum sp. and E. hermannii were assumed as pathogen with weak virulence due to seed germination,
the percentage of rotten seed and vigour index were relatively similar to untreated seed.
Key words: Acacia auriculiformis, bacteria, pathogen, seed
ABSTRAK
Deteksi bakteri patogen terbawa benih akor (Acacia auriculiformis A. Cunn. ex Benth.). Penelitian patogen terbawa benih
sudah banyak dilakukan untuk mangium (A. mangium) dan krasikarpa (A. crassicarpa) yang banyak dikembangkan di HTI
namun untuk pengembangan tanaman akor (Acacia auriculiformis) di Indonesia baru dimulai tahun 1990-an sehingga belum
banyak informasi mengenai penyakit pada akor di Indonesia khususnya penyakit terbawa benih. Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengetahui bakteri patogen terbawa benih akor dan pengaruhnya terhadap perkecambahan benih. Isolasi bakteri
dilakukan dengan perendaman benih, penggerusan benih, inkubasi benih, growing on test pada kertas dan pada tanah steril.
Identifikasi bakteri dengan PCR dengan menggunakan primer 63 F/1378R. Hasil identifikasi menunjukkan bahwa bakteri
terbawa benih akor antara lain Paenochrobactrum sp., Ralstonia sp., Burkholderia cepacia complex, Pseudomonas stutzeri,
Acinetobacter sp., Alcaligenes faecalis, Salmonella bongori, Escherichia hermannii sedangkan patogen penyebab bercak
pada daun bibit akor adalah Micrococcus luteus dan Burkholderia cepacia complex. Burkholderia cepacia complex, A.
faecalis, Acinetobater sp., P. stutzeri, S. bongori dan Ralstonia sp. dapat menurunkan daya berkecambah dan meningkatkan
persentase benih berlendir sehingga bakteri tersebut diduga merupakan patogen pada benih akor. Ralstonia sp. meningkatkan
persentase benih berlendir dan menurunkan panjang tunas dan panjang akar P. stutzeri dan S. bongori berpengaruh nyata
dalam menghambat pertumbuhan akar.  Paenochrobactrum sp. dan E. hermannii diduga merupakan patogen dengan virulensi
lemah karena daya berkecambah, persentase infeksi benih terinfeksi dan index vigor benih yang diinokulasi E. hermannii dan
Paenochrobactrum sp. relatif sama dengan pada kontrol.
Kata kunci: Acacia auriculiformis, bakteri, benih, patogen
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PENDAHULUAN
Akor (Acacia auriculifomis) merupakan jenis
tanaman hutan yang cepat tumbuh (fast growing
species). Akor mempunyai banyak manfaat antara lain
untuk industri mebel, bahan baku kertas, konstruksi
ringan, sumber tanin, penghijauan, rehabilitasi lahan kritis
dan bekas tambang, pemecah angin, pencegah erosi,
bahan bakar, peneduh jalan, agroforestri, penghasil
madu, substrat jamur edible, industri batik dan keperluan
estetik (Turnbull et al., 1998;  Joker, 2001).
Dewasa ini akor banyak dikembangkan di hutan
tanaman industri (HTI) dan hutan rakyat mengingat
salah satu potensi dari tanaman ini sebagai sumber energi.
Produktivitas kayu akor 12-15 m3/ha/tahun dengan rotasi
10-12 tahun sedangkan produksi arang dari akor
mencapai 16 ton/ha/tahun (Gosling, 2007). Akor untuk
kebutuhan sumber energi dapat dipanen pada umur 3
tahun (Haishui & Zengjiang, 1993). Produksi kayu akor
di Indonesia mencapai 15-20 m3/ha/tahun dengan rotasi
10-12 tahun (Das, 1986 dalam Islam, 2013).
Dalam mendukung program penanaman akor
untuk berbagai peruntukan tersebut diperlukan benih
bermutu. Namun salah satu kendala dalam pelaksanaan
penanaman yaitu tidak tersedianya benih bermutu baik
mutu fisik, fisiologis, genetik maupun patologis dalam
jumlah yang cukup.
Patogen terbawa benih dapat menyebabkan
kerugian secara ekonomi. Kerugian akibat patogen
terbawa benih dapat terjadi baik pada saat di lapangan
maupun ditempat penyimpanan. Kerugian tersebut dapat
terjadi secara langsung pada tanaman yang berasal dari
benih yang bersangkutan seperti menurunkan kualitas
benih, mengurangi perkecambahan benih, vigor bibit dan
daya simpan benih atau dapat terjadi dalam jangka
panjang setelah patogen mampu bertahan di tanah, sisa
tanaman dan gulma.
Penelitian patogen terbawa benih sudah banyak
dilakukan pada mangium (A. mangium) dan krasikarpa
(A.crassicarpa) yang banyak dikembangkan di HTI
namun untuk pengembangan tanaman akor di Indonesia
baru dimulai tahun 1990-an (Hendrati et al., 2014)
sehingga belum banyak informasi mengenai penyakit
pada akor di Indonesia khususnya penyakit terbawa
benih. Penelitian jamur patogen terbawa benih akor
sudah dilakukan pada penelitian sebelumnya sedangkan
informasi bakteri patogen terbawa benih akor belum
banyak dijumpai. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan
dengan tujuan mengetahui bakteri patogen terbawa benih
akor dan pengaruhnya terhadap perkecambahan benih.
METODE PENELITIAN
Tempat dan Waktu.  Lokasi pengunduhan benih akor
(Acacia auriculiformis) yaitu di Desa Banaran,
Kecamatan Playen, Kabupaten Gunung Kidul,
Yogyakarta. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Bakteriologi Tumbuhan, Departemen Hama dan
Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas
Gadjah Mada dari bulan Juli 2015 sampai Juni 2016.
Isolasi Bakteri dengan Perendaman dan
Penggerusan Benih. Benih didisinfeksi dengan natrium
hipoklorit 0,5% selama 4 menit selanjutnya dicuci dengan
air suling steril sebanyak 3 kali (Umesha, 2006).
Ekstraksi benih menurut Bolkan et al. (1997) yaitu 400
benih dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi 50
ml buffer fosfat (7,75 g/l of K2HPO4+ 1,65 g/l KH2PO4)
pH7,4 selanjutnya digojok selama 15 menit.
Pengenceran berseri sampai10-5 dilakukan dengan buffer
fosfat. Sebanyak 0,1 ml dari masing-masing pengenceran
ditumbuhkan pada media YPA (pepton 10 g, yeast 3 g,
akuades 1000 ml) (Schaad et al., 2001) dan King’s B
(pepton 20 g, KH2PO4 1,5 g, MgSO4.7H2O 1,5 g, gliserol
15 ml, agar 5 g, akuades 1000 ml) (Schaad et al., 2001)
yang ditambahkan 100 ppm Cycloheximide.  Untuk
penggerusan, benih setelah disterilisasi digerus dengan
menggunakan mortar selanjutnya digojok selama 15 menit
dan dilakukan pengenceran berseri.
Metode Inkubasi dengan Media Kertas. Benih
sebanyak 400 (100 x 4 ulangan) diletakkan di dalam
cawan petri berdiameter 15 cm yang telah diberi tiga
lapis kertas saring basah. Sebelum dikecambahkan,
terdapat 2 perlakuan terhadap benih yang disterilisasi
terlebih dahulu dengan NaOCl 0,5 % kemudian dicuci
air steril sebanyak 3 kali dan benih yang tidak disterilisasi
(hanya dicuci air steril). Selanjutnya benih diinkubasi
pada suhu kamar dengan penyinaran lampu 12 jam
terang dan 12 jam gelap secara bergantian selama 7
hari. Pengamatan meliputi identifikasi bakteri patogen,
gejala penyakit pada benih dan persentase infeksi
bakteri.
Growing-on Test pada Media Kertas. Benih
sebanyak 400 (100 x 4 ulangan) direndam dalam air
panas (suhu ± 97 ºC) dan dibiarkan sampai dingin selama
24 jam selanjutnya ditabur pada media kertas steril.
Pengamatan dilakukan selama 4 minggu, meliputi daya
berkecambah dan  persentase benih terinfeksi bakteri.
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Growing-on Test pada Media Tanah Steril. Uji ini
ditujukan untuk meniru atau mewakili kondisi lapangan.
Pengujian ini dilakukan untuk bakteri patogen terbawa
benih yang membutuhkan waktu inkubasi lama sehingga
menghasilkan gejala pada bibit. Benih ditabur sebanyak
400 butir (100 x 4 ulangan) pada nampan berisi tanah
steril. Polybag (20 x 10 cm) diisi tanah steril sebanyak
¾ volume polybag selanjutnya bibit yang berumur 1 bulan
dipindah ke polybag sebanyak 1 bibit/polybag.
Pengamatan dilakukan sampai bibit berumur 3 bulan.
Apabila terdapat penyakit yang disebabkan bakteri,
patogen diisolasi dan selanjutnya diidentifikasi.
Uji Reaksi Hipersensitif (HR). Suspensi bakteri
dibuat dengan air steril dengan kepadatan ±108 sel/ml.
Suspensi bakteri diinfiltrasikan ke dalam helai daun
tembakau dengan alat injeksi yang jarumnya dilepas
sampai nampak bercak kebasahan (hijau tua). Kontrol
menggunakan air steril.  Pengamatan dilakukan sampai
tujuh hari kemudian.
Uji Inokulasi Buatan pada Tanaman Inang. Bibit
akor diinokulasi dengan suspensi bakteri yang
menunjukkan gejala klorosis atau nekrosis pada uji HR.
Gunting dicelupkan dalam suspensi bakteri dengan
kepadatan ±108 sel/ml. Selanjutnya daun diinokulasi
dengan suspensi bakteri dengan cara menggunting daun
sebanyak 4 ulangan untuk masing-masing isolat. Kontrol
menggunakan air steril.
Uji Reaksi Gram. Isolat yang menunjukkan gejala pada
uji patogenesitas kemudian dilakukan uji Gram.
Pengujian dengan menggunakan KOH 3%. Satu ose
bakteri diletakkan pada gelas benda dan diberi satu tetes
KOH 3% lalu dicampur-ratakan. Apabila ketika jarum
ose diangkat terbentuk benang lendir maka bakteri
merupakan Gram negatif.
Uji Oksidasi Fermentasi (OF). Satu ose bakteri
ditusukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi media
OF (pepton 2,0 g, NaCl 5,0 g, glukosa 10,0 g, KH2PO4
0,3 g, agar 15 g, bromtymol blue (1%) 3,0 ml, aquades
1000 ml, PH 6,8 -7,1 (Sands, 1990). Media diberi minyak
parafin dan tidak diberi minyak parafin masing-masing
sebanyak 3 tabung. Selanjutnya semua tabung tersebut
diinkubasi pada suhu kamar dan diamati selama 2
minggu. Apabila terjadi perubahan warna hijau menjadi
kuning pada tabung yang diberi dan tidak diberi minyak
parafin, maka bakteri tersebut aerob/anaerob fakultatif.
Uji Oksidase. Satu ose bakteri digoreskan pada kertas
filter yang telah mengandung tetramethil-
parafenilendiamin dihidroklorida (C6H4[N(CH3)2]
2·2HCl) 1%. Apabila terjadi perubahan warna menjadi
merah keunguan dalam waktu 10-60 detik, maka bakteri
mempunyai sitokrom C.
Uji Katalase. Satu ose bakteri diletakkan pada gelas
benda. Selanjutnya diberi satu tetes (H2O2).  Apabila
terbentuk gelembung udara maka bakteri mempunyai
enzim katalase.
PCR. Isolat bakteri yang akan diidentifikasi dengan PCR
adalah isolat yang menunjukkan gejala klorosis atau
nekrosis pada uji HR dan uji inokulasi buatan pada
tanaman inang dari setiap metode (perendaman benih,
penggerusan benih, inkubasi pada kertas, growing-on
test pada kertas dan tanah steril). Apabila dari masing-
masing metode tersebut menghasilkan warna koloni yang
berbeda maka koloni yang berbeda warna tersebut
diidentifikasi dengan PCR. Primer yang digunakan yaitu
primer universal 63F (5 – CAG GCC TAA CAC ATG
CAA GTC–3) dan 1378R (5 –GGG CGG WGT GTA
CAA GGC – 3) (Marchesi et al., 1998). Pasangan
primer 63 F/1378R memiliki urutan basa 1300 pasang
basa.  Marker yang dipakai adalah 1 kilo pasang basa.
Tahapan identifikasi dengan PCR yaitu isolasi DNA
bakteri, amplifikasi DNA dengan PCR dan
elektroforesis.
Isolasi DNA bakteri. Isolasi DNA mengikuti metode
yang dikembangkan Ausubel et al. (2003) dengan
modifikasi (Berlian, 2012).
Amplifikasi DNA dengan PCR.  Mesin PCR
yang digunakan yaitu MJ Research PTC-150
MiniCycler, BIO RAD.  Komposisi yang digunakan
sebanyak 25 µl yang terdiri dari 12,5 µl kapa taq ready
mix , 1 µl  primer F 10 pmol,  1 µl primer R 10 pmol,
aquabides 9,5 µl dan DNA bakteri 1 µl.  Siklus amplifikasi
yang digunakan yaitu predenaturasi dengan suhu 95 oC
selama 3 menit, denaturasi dengan suhu 95 oC selama
30 detik,  annealing dengan suhu 50 oC selama 30 detik,
ekstension dengan suhu 72 oC selama 1 menit dengan
final ekstension dengan suhu 72 oC selama 2 menit
sebanyak 35 siklus.
Elektroforesis. Visualisasi DNA menggunakan
agarose 1%. Agarose ditimbang sebanyak 0,3 gr dan
dimasukkan ke dalam botol kaca selanjutnya ditambah
TBE 1 X sebanyak 30 ml. Setelah itu dipanaskan dengan
menggunakan microwave selama ± 5 menit. Larutan
dituang ke dalam cetakan (gel tray). DNA hasil
amplifikasi dimasukkan ke dalam sumuran gel masing-
masing sebanyak 3 µl. DNA marker yang digunakan
adalah 1 kilo pasang basa sebanyak 3 µl.  Gel agarosa
22         J. HPT Tropika                                                                                                                            Vol. 17 No. 1, 2017: 19 - 36
dimasukkan ke dalam mesin elektroforesis yang berisi
TBE 1 X. Elektroforesis dilakukan selama 45 menit pada
50 volt. Setelah itu dilakukan pewarnaan dengan
menggunakan ethidium bromide (EtBR) dengan
merendam gel selama 10 menit selanjutnya visualisasi
DNA dengan menggunakan UV transiluminator (UV
Transiluminator 2000, BIO RAD).
Analisis sekuen DNA dan Filogenetik. DNA
hasil amplifikasi selanjutnya disekuensing yang
dilakukan oleh PT. Genetika Science Indonesia dengan
menggunakan pasangan primer 63 F/1387 R. Analisis
homologi hasil sekuensing menggunakan program Blast
(Basic Local Alignment Search Tool) di NCBI. Analisis
sekuen nukelotida isolat dan filogenetik menggunakan
software MEGA 6 (Tamura et al., 2013) berdasarkan
pendekatan Neighbor- Joining (NJ).
HASIL DAN PEMBAHASAN
Gejala Benih Akor Diduga Terinfeksi Bakteri pada
Perkecambahan di Media Kertas. Benih yang diduga
terinfeksi bakteri ditandai dengan adanya lendir pada
permukaan benih. Benih yang berlendir tersebut secara
umum tidak dapat berkecambah. Gejala lain benih yang
diduga terinfeksi bakteri yaitu dengan ditandai benih
berlendir, hampa dan busuk (Gambar 1).  Pada bibit umur
2 bulan ditemukan bibit yang diduga terinfeksi patogen
dengan ditandai bercak coklat yang dimulai dari ujung
daun (Gambar 1c).
Lendir yang terdapat di permukaan benih diamati
dengan menggunakan TEM (transmission electron
microscope). Lendir pada permukaan benih akor di
perkecambahan diduga terdapat populasi berbagai jenis
bakteri dengan bermacam-macam bentuk seperti
batang, batang bengkok, batang bulat (Gambar 2).
Identifikasi Bakteri Patogen Terbawa Benih Akor.
Pada metode penggerusan benih dan diisolasi pada media
Kings’B tidak ditemukan koloni bakteri setelah diinkubasi
selama seminggu. Jumlah isolat bakteri dan persentase
isolat yang menunjukkan gejala klorosis dan nekrosis
pada uji hipersensif dan uji inokulasi buatan pada tanaman
inang dari masing-masing metode tertera pada Tabel 1.
Gejala klorosis dan nekrosis pada uji HR yang
paling banyak ditemukan pada isolat dari inkubasi benih
baik yang disterilisasi dengan NaOCl maupun yang tidak
disterilisasi dan isolat dari daun bibit (growing on test)
sedangkan yang paling sedikit menghasilkan gejala
diperoleh dari penggerusan benih (47%). Gejala dimulai
A B C D E
Gambar 2. Morfologi sel bakteri terbawa benih akor; A. Morfologi beberapa jenis bakteri yang terdapat pada
permukaan benih akor di Perkecambahan, B. Sel bakteri berbentuk batang oval (ovoid bacillus) dengan
flagel, C. Sel bakteri berbentuk panjang dengan flagel, D. Sel bakteri berbentuk panjang (bacillus)
tidak berflagel dan berbentuk batang bulat (coccusbacillus), E. Sel bakteri berbentuk panjang
membengkok (curve bacillus)
Gambar 1. Beberapa gejala penyakit yang diduga disebabkan bakteri pada benih, kecambah dan daun bibit; A.
Benih berlendir dan benih sehat, B. Kecambah busuk, C. Bercak coklat
A B C
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dengan klorosis tetapi apabila berkembang dengan cepat
dapat menghasilkan gejala nekrosis (Gambar 3).
Umumnya gejala klorosis dan nekrosis jelas terlihat pada
48 jam setelah inokulasi. Fanani et al. (2015) melaporkan
bahwa pada uji HR, bakteri patogen pada tanaman
kantong semar menunjukkan gejala nekrosis dalam
waktu 48 jam setelah inokulasi.
Gejala klorosis dan nekrosis pada uji inokulasi
buatan muncul mulai hari ke-4. Hadianto et al. (2015)
melaporkan bahwa uji inokulasi buatan Xanthomonas
oryzae pv. Oryzae pada padi varietas Inpari
menghasilkan gejala nekrosis pada hari ke-4. Gejala yang
ditimbulkan yaitu bercak nekrotik berwarna coklat
disekitar tempat inokulasi atau klorosis di jaringan sekitar
tempat inokulasi (Gambar 4).  Isolat yang diperoleh dari
benih (bukan dari bibit) menghasilkan gejala klorosis dan
nekrosis pada uji inokulasi buatan yang sama dengan
pada uji HR yaitu paling sedikit ditemukan pada isolat
penggerusan benih (20,75%) sedangkan yang paling
banyak ditemukan pada isolat inkubasi benih yang
disterilisasi NaOCl (70%). Dengan demikian metode
penggerusan benih menghasilkan isolat paling sedikit
yang menghasilkan gejala pada uji HR dan uji inokulasi
buatan, sebaliknya metode yang menghasilkan isolat yang
relatif banyak menghasilkan gejala pada uji HR dan uji
inokulasi buatan adalah metode inkubasi benih yang
disterilisasi NaOCl.





Perendaman  KB 21 66,67 45,00 
Perendaman YPA 42 57,14 26,19 
Penggerusan KB - - - 
Penggerusan YPA 53 47,00 20,75 
Inkubasi pada kertas disterilisasi NaOCl YPA 10 100,00 70,00 
Inkubasi pada kertas tidak disterilisasi NaOCl YPA 18 100,00 44,44 
Growing on test pada kertas YPA 10 60,00 50,00 
Growing on test pada tanah steril YPA 10 100,00 30,00 
Tabel 1. Jumlah isolat bakteri dari berbagai metode yang menunjukkan gejala klorosis dan nekrosis pada uji hipersensitif
dan uji inokulasi buatan pada tanaman inang
Gambar 4.  Gejala pada uji inokulasi buatan; A. Nekrosis,  B. Klorosis
A B
Gambar 3.Gejala klorosis dan nekrosis pada uji HR
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Isolat yang menunjukkan gejala klorosis dan
nekrosis pada uji inokulasi buatan selanjutnya dilakukan
uji Gram, katalase, oksidase dan oksidasi fermentasi
sebanyak 40 isolat. Hampir semua isolat yang diuji
merupakan bakteri Gram negatif.  Terdapat satu isolat




KB 2 Krem, abu-abu kecoklatan, mukoid, bulat, tepi halus - + + + 
KB 3 Krem, abu-abu kecoklatan, mukoid, bulat, tepi halus - + + + 
KB 4 Krem, abu-abu kecoklatan, mukoid, bulat, tepi halus - + + + 
KB 11 Krem, abu-abu kecoklatan, mukoid, bulat, tepi halus - + + + 
KB 13 Krem, abu-abu kecoklatan, mukoid, bulat, tepi halus - + + + 
KB 15 Krem, abu-abu kecoklatan, mukoid, bulat, tepi halus - + + + 




Y 1.4 Putih, krem, bulat, tepi halus - + + + 
Y 1.8 Krem, kuning, bulat, tepi halus - + + + 
Y 1.15 Putih, krem, tak beraturan, pinggir berlekuk, kering - + + + 
Y 1. 17 Krem,kuning, bulat, tepi halus - + + + 
Y 2.12 Krem,kuning, bulat, tepi halus - + + + 
Y 2.14   Putih, krem,  tak beraturan, pinggir berlekuk, kering - + + + 
Y 2.17 Krem,kuning, bulat, tepi halus - + + + 




YT 1.1 Putih, krem, tak beraturan, pinggir berlekuk, kering - + + + 
YT 1.2 Putih, krem, tak beraturan, pinggir berlekuk, kering - + + + 





Na 1 Kuning muda, bulat, tepi halus - + + + 
Na 2 Kuning muda, kuning, bulat, tepi halus - + + + 
Na 3 Krem, kuning, bulat, tepi halus - + + + 
Na 4 Krem,kuning, bulat, tepi halus,  - + + + 
Na 5 krem, kuning tua, bulat, tepi halus - + + + 
Na 7 krem, kuning tua, tepi halus,  - + + + 
Na 8 Krem, kuning, bulat, tepi halus - + + + 
Growing on test 
pada kertas 
AP 2 Kuning, bulat, tepi halus  - + + + 
AP 3 Kuning, bulat, tepi halus - + + + 
AP 5 Kuning, bulat, tepi halus  - + + + 
AP 6 Kuning, bulat, tepi halus  - + + + 





ST 1.1 Putih, krem, bulat, tepi halus, mukoid - + - + 
ST 1.3 Putih, krem, bulat, tepi halus, mukoid - + - + 
ST 2.1 Kuning, bulat, tepi halus - + + + 
ST 2.2 Kuning, bulat, tepi halus - + + + 
ST 2.3 Krem, kuning, bulat, tepi halus - + + + 
ST 2.7 Kuning,  bulat, tepi halus - + + + 
ST 2.11 Krem, kuning, bulat, tepi halus - + + + 
B1 Krem, kuning, bulat, tepi halus - + + + 
B2 Kuning, bulat, tepi halus + + + + 
B4 Krem, kuning, bulat, tepi halus - + + + 
 
Tabel 2.  Beberapa karakteristik isolat dari masing-masing metode
G: Gram; K: Katalase; O: Oksidase; OF: Oksidasi fermentasi
(B2) merupakan bakteri Gram positif. Semua isolat yang
diuji merupakan bakteri aerob dan mempunyai enzim
katalase (Tabel 2).
Hasil pengujian menggunakan metode PCR
ditentukan berdasarkan panjang produk DNA yang
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dihasilkan dari proses PCR. Panjang produk PCR
ditentukan dengan mensejajarkan pita DNA target
dengan marker yang memiliki skala penanda panjang
DNA. Hasil positif ditentukan dari posisi pita DNA yang
sesuai dengan panjang produk yang diharapkan. Fragmen
DNA hasil amplifikasi masing-masing isolat bakteri
teramplifikasi dan diperkirakan mempunyai ukuran ±
1300 pasang basa (Gambar 5). Kerberhasilan amplifikasi
DNA dipengaruhi oleh beberapa faktor, salah satunya
yaitu konsentrasi primer. Joko et al. (2011) melaporkan
bahwa pengenceran primer 10x (10 pmol) menghasilkan
amplifikasi DNA yang optimal.
Hasil analisis sekuensing semua isolat dengan
BLAST pada NCBI diperoleh E-value nol sehingga
semua sekuen homolog dengan sekuen yang terdapat
di NCBI (Tabel 3). Pensejajaran hasil sekuensing dengan
sekuen yang terdapat pada GenBank diperoleh tingkat
kemiripan e” 98% sebanyak 9 isolat dan terdapat 2 isolat
yang mempunyai tingkat kemiripan relatif rendah yaitu
AP3 (87 %) dan Na7 (88 %). Selanjutnya hubungan
Gambar 5.  Hasil elektroforesis gel amplifikasi gen 16S rRNA; 1. isolat AP 3, 2. isolat B1, 3. isolat Na7, 4. isolat YT
1.17, 5. isolat ST 2.2, 6. isolat Y 2.12, 7. isolat KB 3, 8. isolat B2, 9. isolat Na1, 10. isolat YT 1.2, 11.
isolat ST 1.3, 12. isolat Y 2.14, m = marker
  1      2       3     4      5      6     m     7     8      9     10    11     12
1300 pasang basa
 









E-value Ident Sekerabat 
KB 3 987 987 72% 0 87% Paenochrobactrum sp. 
AP 3 2169 2169 95% 0 97% Ralstonia sp. 
B1 2170 2170 93% 0 99% Burkholderia cepacia complex 
B2 2226 2226 97% 0 98% Micrococcus luteus 
Na1 1238 1238 100% 0 100%  Alcaligenes faecalis 
Na7 1271 1271 85% 0 88% Acinetobacter sp. 
ST 1.13 1136 1507 99 % 0 99 % Escherichia hermannii  
ST 2.2 1832 2424 99 % 0 99 % Burkholderia cepacia complex 
YT 1.2 1858 2482 99 % 0 99 % Pseudomonas stutzeri 
YT 1.17 1875 2401 99 % 0 99 % Salmonella bongori 
Y 2.12 1881 2406 99 % 0 99 % Burkholderia cepacia complex 
Y 2.14 1149 1474 99 % 0 99 % Pseudomonas stutzeri 
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  Paenochrobactrum gallinarii Sa25 
  Paenochrobactrum glaciei Pi 26 
 Paenochrobactrum pullorum 280 
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 Pseudochrobactrum kiredjianiae  CCUG 49584T 
  Falsochrobactrum ovis  B1315 
  Ochrobactrum grignonense S-6
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 Ochrobactrum pecoris  08RB2639T
 Rhizobium etli NBRC 15573
 Rhizobium galegae  LMG 6214
 Rhizobium huautlense  HNSQ3
 Acinetobacter schindleri YNB103 
 Alcaligenes faecalis L48 
  Micrococcus luteus WS7















Gambar 6. Pohon filogenetik menunjukkan hubungan kekerabatan antara isolat KB3 berdasarkan sekuen 16S
rRNA yang terdapat di GenBank.  Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan pendekatan Neighbor-
Joining (NJ) dengan bootstrap 1000x. Sekuen Acinetobacter shindleri, Alcaligenes faecalis,
Micrococcus luteus dan Streptomyces scabiei digunakan sebagai outgroup
kekerabatan untuk tiap isolat divisualisasikan dalam
pohon filogenetik.
Hasil pensejajaran sekuen isolat KB3 dengan
sekuen pada GenBank sekerabat dengan
Paenochrobactrum sp. (Gambar 6) dengan tingkat
kemiripan sebesar 87 %.
Paenochrobactrum sp. merupakan bakteri
endofit pada kilemo (Litsea cubeba) (Ling et al., 2012).
Bakteri dari famili yang sama (Brucellaceae) yaitu
Ochrobactrum antropi merupakan patogen pada benih
Prunus dulcis (Rakhashiya et al., 2016).
Isolat AP3 sekerabat dengan Ralstonia sp.
dengan tingkat kemiripan sebesar 97% (Gambar 7).
Ralstonia sp. ditemukan  pada benih mentimun (Ofek
et al., 2011).
Isolat B1, ST 2.2 dan Y 2.12 sekerabat dengan
Burkholderia cepacia complex dengan tingkat
kemiripan 99 % (Gambar 8). Dari Gambar 8 terlihat
bahwa ketiga isolat belum bisa dipastikan spesiesnya
karena Burkholderia cepacia complex memiliki
hubungan kekerabatan yang dekat, namun ketiga isolat
ini memiliki kekerabatan genetik yang dekat dengan
Burkholderia contaminans. Burkholderia cepacia
complex terdiri dari 17 spesies antara lain Burkholderia
cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis,
B. vietnamiensis, B. dolosa, B. ambifaria, B. anthina,
B. pyrrocinia, B. ubonensis, B. latens, B. diffusa, B.
arboris, B. seminalis, B. metallica, B. contaminans
dan B. lata.  Dua spesies terbaru yaitu B. contaminans
dan B. lata (Vanlaere et al., 2009). Beberapa spesies
dilaporkan memiliki hubungan kekerabatan yang dekat
seperti Burkholderia cepacia complex (>97,5 %)
dengan 16S rRNA (Coenye et al., 2001) sehingga untuk
membedakan ketiga isolat tersebut sebaiknya
mengunakan primer gen housekeeping. Gen
housekeeping merupakan gen fungsional yang
mempunyai laju evolusi lebih tinggi daripada gen 16S
rRNA (Avise, 1994). Mahenthiralingam et al. (2000)
melaporkan bahwa gen recA merupakan gen
housekeeping yang dapat membedakan keragaman
Burkholderia cepacia complex.  Burkholderia sp.
ditemukan pada benih mentimun (Ofek et al., 2011).
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 Ralstonia respiraculi AU3313 
 Ralstonia respiraculi  H2S2 
 Ralstonia respiraculi  SLR1 
 AP3 
 Ralstonia gilardii  MXC3-9
 Ralstonia gilardii  009\817
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 Ralstonia pseudosolanacearum  UQRS 461 
 Ralstonia solanacearum LMG 2299 
 Ralstonia syzygii sub sp. celebesensis UQRS 

















Gambar 7. Pohon filogenetik menunjukkan hubungan kekerabatan antara isolat AP3 berdasarkan sekuen 16S
rRNA yang terdapat di GenBank.  Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan pendekatan Neighbor-
Joining (NJ) dengan bootstrap 1000x.  Sekuen Pseudomonas stutzeri digunakan sebagai outgroup
Burkholderia sp. dapat berada di xylem, substomatal
chamber dan bagian aerial tanaman anggur melalui
aliran transpirasi (Compant et al., 2005).  Burkholderia
cepacia complex dilaporkan ditemukan pada akar dan
batang tebu (Gonzalez et al., 2011).
Isolat B2 sekerabat dengan Micrococcus luteus
dengan tingkat kemiripan 98 % (Gambar 9).
Micrococus sp. merupakan patogen pada tanaman
horse chestnut (Aesculus L.). Patogen menyebabkan
tunas kering dan 1/3 sampai 1/2 permukaan daun
nekrosis. Terdapat klorosis di sekitar nekrosis.  Nekrosis
terdapat pada ujung sampai tengah daun kemudian
menjadi kering (Iakovleva et al., 2013).  Gejala tersebut
sama seperti yang terdapat pada daun bibit akor.
Rakhashiya et al. (2015) melaporkan bahwa di India,
M. luteus menyebabkan bercak daun mangga. Daun
yang terinfeksi dapat gugur sehingga dapat menurunkan
produksi buah mangga.
Isolat Na 1 sekerabat dengan Alcaligenes
faecalis dengan tingkat kemiripan 100% (Gambar 10).
Bakteri ini ditemukan pada benih gulma Abutilon
theophrasti dan Datura stramonium (Kremer et al.,
1987).
Isolat Na 7 sekerabat dengan Acinetobacter sp.
dengan tingkat kemiripan 88% (Gambar 11). Dari
beberapa penelitian melaporkan bahwa Acinetobacter
sp. dapat menyebabkan kerusakan pada fase benih,
kecambah sampai tanaman dewasa pada berbagai jenis
tanaman seperti tanaman hortikultur, tanaman pangan
dan tanaman keras dan menginfeksi berbagai organ
(benih, tangkai bunga, batang, tunas).  Bakteri ini
ditemukan pada benih gulma Abutilon theophrasti,
Datura stramonium (Kremer et al., 1987),  Cassia
fistula (Kaur et al., 2009) dan mentimun (Ofek et al.,
2011).  Bakteri ini dapat menyebabkan busuk kecambah
kedelai (Yun & Kim, 2003), layu pada bibit pinus (Pinus
thunbergii) (Xie et al., 2004), penyakit pada daun
mangrove (Rhizophora mangle) (Ukoima et al., 2009),
patah tangkai bunga gerbera (Gerbera jasmonii L.)
(Balestra et al., 2005) dan kurma (Phoenix dactilyfera)
(Rivas et al., 2007), mati pucuk pada mangga (Khan et
al., 2014), bercak bergaris pada daun tebu dan busuk
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Gambar 8. Pohon filogenetik menunjukkan hubungan kekerabatan antara isolat B1, ST 2.2 dan Y 2.12   berdasarkan
sekuen 16S rRNA yang terdapat di GenBank.  Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan pendekatan
Neighbor-Joining (NJ) dengan bootstrap 1000x
 
B2 
Micrococcus luteus WS7 
Micrococcus luteus  WD818
Micrococcus yunnanensis JCR-24 
Micrococcus aloeverae AE-6 
Micrococcus endophyticus  YIM 56238 
Micrococcus flavus LW4 
Micrococcus lylae 3432 
Micrococcus cohnii  WS4601T 
Micrococcus terreus  V3M1 









Gambar 9. Pohon filogenetik menunjukkan hubungan kekerabatan antara isolat B2 berdasarkan sekuen 16S rRNA
yang terdapat di GenBank. Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan pendekatan Neighbor-Joining
(NJ) dengan bootstrap 1000x
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 Alcaligenes faecalis KMDH6
 Alcaligenes faecalis C 9 
Na1 
 Alcaligenes aquatilis  C 15 
 Alcaligenes defragrans  54Pin 





Gambar 10.  Pohon filogenetik menunjukkan hubungan kekerabatan antara isolat Na1 berdasarkan sekuen 16S
rRNA yang terdapat di GenBank. Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan pendekatan Neighbor-
Joining (NJ) dengan bootstrap 1000x
 
Na7 
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Acinetobacter schindleri  EM21
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Acinetobacter gyllenbergii  RUH 422T
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Gambar 11. Pohon filogenetik menunjukkan hubungan kekerabatan antara isolat Na 7  berdasarkan sekuen 16S
rRNA yang terdapat di GenBank. Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan pendekatan Neighbor-
Joining (NJ) dengan bootstrap 1000x. Sekuen Micrococcus luteus digunakan sebagai outgroup
tunas tebu (Patro, 2006), busuk kayu pohon poplar
(Populus nigra) (Tiedemann et al.,1977).
Isolat ST 1.3 sekerabat dengan Escherichia
hermannii dengan tingkat kemiripan sebesar 99 %
(Gambar 12). Penelitian melaporkan bahwa E.
hermannii merupakan endofit pada benih jagung (Liu
et al., 2013).
Isolat YT 1.17 sekerabat dengan Salmonella
bongori dengan tingkat kemiripan sebesar 99 %
(Gambar 13). S. enterica merupakan patogen dan
ditemukan pada benih Arabidopsis thaliana (Cooley
et al., 2003) dan kecambah alfalfa (Rudrappa et al.,
2008). S. bongori ditemukan pada nodul pada batang
pohon Conzattia multiflora (Wang et al., 2006).
Isolat YT 1.2 dan Y 2.14 sekerabat dengan
Pseudomonas stutzeri dengan tingkat kemiripan 99%
(Gambar 14). P. stutzeri ditemukan pada benih gulma
Abutilon theophrasti dan Ipomoea hederacea (Kremer
et al., 1987) dan menyebabkan bercak coklat coklat pada
jamur tiram (Pleurotus ostreatus) dan jamur kancing
(Agaricus bisporus) (Dawoud & Eweis, 2006).
Pengaruh Isolat Bakteri terhadap Perkecambahan
Benih.  Hasil sidik ragam pengaruh isolat bakteri
terhadap perkecambahan benih akor tertera pada Tabel
4. Dari Tabel 4 diketahui bahwa isolat bakteri
berpengaruh nyata terhadap persentase benih terinfeksi
bakteri (berlendir), panjang tunas, panjang akar dan
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 ST 1.3 
Escherichia hermannii  MH7 
Escherichia hermannii  MH5
Enterobacter cowanii  E68 
Enterobacter hormaechei E11 
Kosakonia cowanii  m-2 
Salmonella bongori SL9 
Enterobacter cloacae CK555 
Salmonella enterica sub sp. enterica  JCM 1651
Escherichia coli (ATCC 11775T) 










Gambar 12. Pohon filogenetik menunjukkan hubungan kekerabatan antara isolat ST 1.3 berdasarkan sekuen 16S
rRNA yang terdapat di GenBank. Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan pendekatan Neighbor-
Joining (NJ) dengan bootstrap 1000x. Sekuen Pseudomonas stutzeri digunakan sebagai outgroup
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Gambar 13.  Pohon filogenetik menunjukkan hubungan kekerabatan antara isolat isolat YT 1.17 berdasarkan
sekuen 16S rRNA yang terdapat di GenBank. Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan pendekatan
Neighbor-Joining (NJ) dengan bootstrap 1000x
indeks vigor namun tidak berpengaruh nyata terhadap
daya berkecambah benih.
Untuk mengetahui perbedaan dari masing-masing
perlakuan dilakukan uji beda rata-rata dengan uji Duncan
(Tabel 5).  Dari Tabel 5 terlihat bahwa pada kontrol,
masih terdapat benih yang berlendir (20,5 %), diduga
bakteri masih terdapat di permukaan benih walaupun
sudah diberi NaOCl dan air panas.  Barampuram et al.,
(2014) melaporkan bahwa sterilisasi benih kapas dengan
H2O2 dapat memperbaiki daya berkecambah dan
menurunkan mikroorganisme kontaminan dibanding
larutan pemutih (NaOCl). Pencucian permukaan benih
tidak dapat menghilangkan S. enterica dan E.coli, hal
ini menunjukkan bahwa bakteri berada di tempat yang
terlindungi/bagian dalam benih (Cooley et al., 2003).
Selain itu berbagai metode sterilisasi permukaan benih
pun tidak dapat mematikan bakteri enteric (Beuchat et
al., 2001). Namun sterilisasi dengan NaOCl dapat
meningkatkan daya berkecambah sebesar 6 % dan
menurunkan persentase benih berlendir sebesar 21,5 %
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Gambar 14.  Pohon filogenetik menunjukkan hubungan kekerabatan antara isolat isolat YT 1.2 dan Y 2.14 berdasarkan
sekuen 16S rRNA yang terdapat di GenBank. Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan pendekatan
Neighbor-Joining (NJ) dengan bootstrap 1000x
 Peubah   F hitung 
Daya berkecambah 1,054 
Permukaan berlendir 1,520 
Hampa berlendir 6,516** 
Total lendir 2,451* 
Panjang tunas 2,11* 
Panjang akar 13,89 ** 
Indeks vigor 2,585* 
Tabel 4. Analisis sidik ragam pengaruh pengaruh isolat bakteri terhadap perkecambahan benih akor
* = berpengaruh nyata pada tingkat kepercayaan 95%
dibanding perlakuan pendahuluan dengan air panas
(KU).
Bakteri tahan terhadap disinfektan dan suhu tinggi
karena adanya pertahanan sel biofilm.  Terbentuknya
beberapa lapis biofilm (multilayer) menyebabkan
senyawa klorin tidak bisa menembus bagian dalam.
Semakin banyak matriks ekstraseluler yang dikeluarkan
semakin besar kemampuan menghalangi masuknya
klorin.  Selain itu senyawa ekstraseluler sebagian besar
merupakan senyawa organik dapat menghambat
mekanisme kerja klorin. Biofilm Salmonella sp. dan E.
coli sulit dihilangkan walaupun dengan suhu 100 °C
karena EPS dapat melindungi sel sehingga tidak semua
bakteri dapat dimatikan. Suhu panas merusak EPS dan
sebagian besar bakteri yang dekat dengan permukaan
(Silitonga et al., 2012).
Secara umum daya berkecambah benih yang
diinokulasi bakteri lebih rendah dibanding kontrol
sedangkan jumlah benih berlendir lebih tinggi dibanding
kontrol. Daya berkecambah kontrol lebih besar dibanding
daya berkecambah pada perlakuan panas dan dibiarkan
dingin selama 24 jam (KU). Daya berkecambah kontrol
sebesar 47,5 %. Suita (2013) melaporkan bahwa daya
berkecambah benih akor asal Riau sebesar 41,33– 62
%. Semua parameter yang diamati pada benih yang
diinokulasi E. hermannii dan Paenochrobactrum sp.
relatif sama dengan pada kontrol.
Burkholderia cepacia complex, A. faecalis,
Acinetobater sp., P. stutzeri, S. bongori dan Ralstonia
sp. dapat menurunkan daya berkecambah dan
meningkatkan persentase benih berlendir. Bakteri
tersebut dilaporkan dapat sebagai patogen tanaman
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seperti Burkholderia cepacia complex (Ibrahim et al.,
2012), Acinetobacter (Jackson, 2009 dalam Khan,
2014), Ralstonia (Coenye et al., 1999), P. stutzeri
(Dawoud & Eweis, 2006) dan Salmonella (Kirzinger
et al., 2011).
Panjang akar pada perlakuan
Paenochrobactrum sp. lebih tinggi dari kontrol
sedangkan perlakuan P. stutzeri, S. bongori dan
Ralstonia sp. menghasilkan panjang akar yang lebih
rendah dan berbeda nyata dengan kontrol. Dengan
demikian indeks vigor benih yang diinokulasi
Paenochrobactrum sp. lebih tinggi dibanding kontrol
sedangkan indeks vigor benih yang diinokulasi P. stutzeri,
S. bongori dan Ralstonia sp. lebih rendah dibanding
kontrol.
Panjang tunas pada perlakuan inokulasi P. stutzeri
lebih tinggi sedangkan panjang akar lebih pendek
dibanding kontrol. Sejalan dengan penelitian Raheem dan
Ali (2015) yang melaporkan bahwa panjang tunas
gandum yang diinokulasi P. stutzeri lebih besar dibanding
kontrol. Azmat (2014) melaporkan bahwa inokulasi P.
stutzeri pada benih kacang hijau menyebabkan
penurunan panjang akar.
A. faecalis dapat menurunkan daya
berkecambah dan meningkatkan panjang akar dibanding
kontrol.  Alcaligenes sp. menghasilkan auksin yang
berfungsi dalam pertumbuhan akar tanaman (Mihalache,
2015). Penelitian lain (Kremer, 1990) melaporkan bahwa
A. faecalis dapat menghambat pertumbuhan bibit
beberapa jenis gulma. Bakteri menghasilkan toksin yang
dapat menurunkan viabilitas benih dan vigor bibit.
Auksin mempunyai peranan dalam patogenesitas
bakteri. Auksin yang dihasilkan dapat menginduksi
tanaman untuk menghasilkan auksin sehingga
konsentrasi auksin tinggi. Konsentrasi auksin tinggi dapat
meningkatkan virulensi patogen (Fu et al., 2011 dalam
Duca et al., 2014). Selain itu konsentrasi auksin yang
tinggi merupakan salah satu mekanisme patogen untuk
mengkolonisasi inang (Chen et al., 2007 dalam Duca et
al., 2014).
Panjang akar pada perlakuan (Burkholderia
cepacia complex) lebih besar dibanding kontrol.
Burkholderia sp. menghasilkan hormon giberelin dan
enzim ACC deaminase yang berfungsi untuk mengatur
pertumbuhan dan perkembangan akar (Mihalache,
2015). Hormon giberelin berperan juga dalam
patogenesis (Baca & Elmerich, 2007). Menurut Levy
(2007), B. vietnamiensis dapat menurunan pesentase
perkecambahan Trifolium subterraneum dengan
populasi 1 x 106 sehingga B. vietnamiensis bv. trifolii
merupakan patogen tanaman dan menurunkan
perkecambahan Acacia colei pada populasi 1 x 108
Tabel 5. Hasil uji Duncan pengaruh isolat bakteri terhadap perkecambahan benih akor di media kertas
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namun bakteri ini dapat meningkatkan perkecambahan
A. colei pada populasi 1 x 106 sehingga bakteri ini
menguntungkan atau merugikan tergantung pada jenis
benih (genotipe tanaman) dan kepadatan populasi
bakteri.
Escherichia sp. dapat menghasilkan sitokinin
(Mihalache, 2015). Sitokinin berperan dalam
pertumbuhan tanaman dan juga patogenesis (Baca &
Elmerich, 2007). Rata-rata panjang akar benih akor yang
diinokulasi bakteri ini lebih tinggi dibanding kontrol. E.
hermannii dapat menyebabkan fitotoksik lemah (Zhao,
2009).
Bakteri menimbulkan penyakit salah satunya
karena mempunyai faktor patogenesitas dan tingkat
patogenesitas dipengaruhi oleh faktor virulensi (Joko et
al., 2014). Beberapa faktor penentu patogenesitas
bakteri patogen tanaman antara lain sistem sekresi tipe
I-VI (Rakhashiya et al., 2016), eksopolisakarisa (EPS)
dan lipopolisakarida (LPS) (Arwiyanto, 2014). T3SS
merupakan mekanisme penting dalam patogenesitas
bakteri Gram negatif patogen tanaman (Rakhashiya et
al., 2016).  Keberadaan salah satu atau beberapa faktor
penentu patogenesitas dapat menyebabkan bakteri
bersifat patogen atau deleterious terhadap inang.
Beberapa bakteri endofit dilaporkan mengandung gen
faktor virulensi seperti Salmonella enterica (Barak,
2005).
SIMPULAN
Bakteri terbawa benih akor (A. auriculiformis)
antara lain Paenochrobactrum sp., Ralstonia sp.,
Burkholderia cepacia complex, Pseudomonas
stutzeri, Acinetobacter sp., Alcaligenes faecalis,
Salmonella bongori, Escherichia hermannii
sedangkan patogen penyebab bercak pada daun bibit
akor adalah Micrococcus luteus dan Burkholderia
cepacia complex. Burkholderia cepacia complex A.
faecalis, Acinetobater sp., P. stutzeri, S. bongori dan
Ralstonia sp. dapat menurunkan daya berkecambah dan
meningkatkan persentase benih berlendir sehingga
bakteri tersebut diduga merupakan patogen pada benih
akor.  Ralstonia sp. meningkatkan persentase benih
berlendir dan menurunkan panjang tunas dan panjang
akar.  P. stutzeri dan S. bongori menghambat
pertumbuhan akar.  Paenochrobactrum sp. dan E.
hermannii diduga merupakan patogen dengan virulensi
lemah karena daya berkecambah, persentase infeksi
benih terinfeksi dan index vigor benih yang diinokulasi
E. hermannii dan Paenochrobactrum sp. relatif sama
dengan pada kontrol.
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